

















Abstract: The  combination of natural products with  standard  chemotherapeutic  agents offers  a 
























in  the synergistic combination‐treated cells versus  the mono  treatments. These proteins were  in‐
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ergy metrics,  including Loewe  additivity  [37], Zero  independence  potency  (ZIP)  [38], 
highest single agent (HSA) [39], and Bliss independence [40], displayed a modest Pearson 
and Spearman correlation with strong disagreement instances when calculated for O’Neil 

















































Figure 1. Biochemometric and LCMS metabolomic‐driven  identification of anticancer metabolites  in AP−1 against  the 
MCF7 breast adenocarcinoma cells. (A) Score plot of the UPLC−MS (m/z 50–1200) principal component analyses (PCA) of 
the significant metabolome of propolis fractions as described by vectors of principal component 1 and 2, (B) Score plot of 
the UPLC−MS  (m/z 50–1200) OPLS−DA selected metabolites of propolis  fractions as described by vectors 1 and 2.  (C) 
Loading scatter S−plot of the UPLC−MS OPLS−DA analysis of significant AP−1 metabolites, comparing the most active 
fraction with less active ones, with a legend indicating its chemical class and feature size reflects its abundance in the crude 























































































disagreements  reported when  correlating  synergy  scores originated  from different da‐
tasets [36]. So, the selected synergistic dose for subsequent studies was validated against 
different models (Table 1).




Combo ID Highest Dose (μgmL−1)  IC50 ± SD  Ratio (w/w) CI Values at:  CSS  S  ZIP  BLISS  LOEWE  HSA 
  AP−1    DOX  (μgmL−1)    ED50  ED75  ED90  ED95  ED97             
Propolis      62.95 ± 9.28                         
Doxorubicin      0.24 ± 0.03                         
PDOX19  20  0.52  62.95 ± 9.28  100:2.61  1.67  1.3  1.03  0.88  0.79  75.38  44.86  −10.43  −12.09  −5.89  −2.22 
PDOX28  40  0.46  11.25 ± 4.59  100:1.16  2.5  2.23  2.05  1.95  1.9  72.4  41.07  −14.33  −16.63  −10.69  −6.43 
PDOX37  60  0.41  28.10 ± 4.32  100:0.68  2.93  2.75  2.69  2.7  2.72  73.35  40.57  −15.11  −19.6  −13.43  −8.88 
PDOX46  80  0.35  40.55 ± 4.22  100:0.43  1.96  2.72  2.75  3.2  3.59  77.25  43.88  −13.51  −16.12  −9.71  −5.03 
PDOX55  100  0.29  49.03 ± 16.99  100:0.29  0.77  0.57  0.44  0.38  0.35  84.41  51.85  −6.69  −8.52  −2.82  1.78 
PDOX64  120  0.23  36.93 ± 15.24  100:0.19  0.75  0.64  0.58  0.55  0.54  84.81  51.87  −8.05  −9.62  −3.52  1.55 
PDOX73  140  0.17  41.88 ± 18.87  100:0.12  0.98  0.88  0.83  0.82  0.82  82.35  49.75  −9.64  −11.25  −4.93  −0.21 
PDOX82  160  0.12  54.97 ± 7.04  100:0.07  0.98  0.82  0.71  0.66  0.63  83.27  51.94  −6.66  −8.04  −1.59  2.49 
PDOX91  180  0.06  58.48 ± 3.10  100:0.03  1.24  1.34  1.4  1.47  1.64  80.54  49.78  −6.05  −7.95  −1.31  1.98 
CI to DC                80.74  55.69  −9.05  −10.59  −6.46  −2.17 
Checkerboard                65.39  32.65  4.5  4.49  0.96  4.28 
Selected Dose*      0.11 (94% inhibition) #             
   CI to DC                22.55  16.65  9.95  40.08 
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both  unsupervised  principal  component  analysis  (PCA)  and  supervised  partial  least 


















































































































The  loss of p53 pro‐apoptotic  functions was reported  to be associated with the re‐
sistance of MCF7 cells to TNF‐induced cytotoxicity [125–127]. However, the apoptotic ac‐


























However,  the Nrf2  signalling  pathway  activation was  reported  as  a  chemoprotective 





Heat shock proteins,  including  four HSP70s  (Hsp70‐1, Hsc70, Grp75, and Grp78), 
were the most abundant in MCF7 and associated with estrogen receptor alpha (ERα) fol‐
lowed by HSP90 and HSP110 and thereby effectively able to regulate the ER‐mediated cell 







regulated catalase expression  suppressed  the chemically  induced colon cancer  in mice 
model [151] and reduced breast cancer invasiveness and metastasis in the transgenic mice 










dependent mitochondrial pathways was  reported earlier via  the overexpression of  the 
pro‐apoptotic HTRA2/Omi [169–171]. 















































in ovarian  cancer  cells. The PON2‐dependent downregulated  expression of  IGF‐1 and 








































































Upregulated Proteins       
H0YMP8  ATP8B4  15.05  Phospholipid‐transporting ATPase   
A0A0A0MQS9;Q16363  LAMA4  4.60  Laminin subunit alpha‐4   
Q9HAU5  UPF2  3.22  Regulator of nonsense transcripts 2   
Q9Y216  SEC23A  2.53  Myotubularin‐related protein 7   
P38398  BRCA1  1.77  Breast cancer type 1 susceptibility protein   
E9PDF1  SH3TC2  1.74  SH3 domain and tetratricopeptide repeats 2 
Downregulated Proteins       
Q9HCY8  S100A14  18.96  Protein S100‐A14   
H3BUX2  CYB5B  5.09  Cytochrome b5 type B   
Q8N5U6  RNF10  3.73  RING finger protein 10   
H7C2B5  RIF1  3.58  Telomere‐associated protein RIF1 
Q8N9V7  TOPAZ1  2.86  Protein TOPAZ1   
Q14676  MDC1  2.63  Mediator of DNA damage checkpoint protein 1   
Q12873  CHD3  2.59  Chromodomain‐helicase‐DNA‐binding protein 3   
Q9NSB2  KRT84  2.49  Keratin_ type II cuticular Hb4   
A0A087WWY9; Q8TB24  RIN3  2.35  Ras and Rab interactor 3   
P62913  RPL11  2.32  60S ribosomal protein L11   
D6RCP5  ARHGAP24  2.08  Rho GTPase‐activating protein 24 
Q9NYL9  TMOD3  1.88  Tropomodulin‐3   
Q9Y2H9  MAST1  1.83  Microtubule‐associated serine/threonine‐protein kinase 1 
Q6ZRV2  FAM83H  1.82  Protein FAM83H   
P14854  COX6B1  1.77  Cytochrome c oxidase subunit 6B1   
AP−1 = Australian propolis extract; DOX = Doxorubicin 
When the set of dysregulated proteins of the synergistic combination‐treated MCF7 
cells was  considered, g:Profiler  identified a  subset of proteins‐encoding genes  such as 
MDC1, RIF1,  and BRCA1  involved  in both Nonhomologous End‐Joining  (NHEJ),  and 
DNA ionising radiation (IR)‐double‐strand breaks (DSBs) and cellular response via ataxia‐
telangiectasia mutated  (ATM)  (Figure  9A  and Table  3). The NHEJ  pathway was  also 
overrepresented in the Reactome analysis and confirmed with DSB‐repair via STING anal‐
























  Transcriptional Regulation by TP53  2.72 × 10−06  2.50 × 10−04  MDC1;BRCA1;CHD3; COX6B1 
  NHEJ  1.84 × 10−04  1.12 × 10−02  MDC1, RIF1, BRCA1 
  G2/M DNA damage checkpoint  1.07 × 10−02  1.07 × 10−01  MDC1; BRCA1 
  Cell Cycle Checkpoints  1.64 × 10−02  1.47 × 10−01  MDC1;MAST1;BRCA1 
  Nonsense‐Mediated Decay (NMD)  2.38 × 10−02  1.67 × 10−01  UPF2;RPL11 

















detectable  levels of BRCA1 expression were  reported  in most high‐grade ductal breast 






































































antioxidant‐related apoptotic pathways  in  the MCF7 cells. Nonetheless,  further studies 
will be needed to completely characterise the underlying mechanisms of the observed ne‐
crosis to apoptosis shift by implementing a number of necrotic and apoptotic markers. 









tified  1687  proteins. AP−1  significantly  synergised  doxorubicin  against  the metastatic 
MCF7 breast adenocarcinoma cells via TP53/ATM‐mediated homologous recombination 
for the DNA DSBs repair through BRCA1 upregulation and RIF1 downregulation. Under‐

























































































































oxide  (TBHP)  for 4 h. The plate was measured  immediately at Ex/Em = 485/535 nm  in 

























































































































ing a heat block  for 10 min. The samples are allowed  to cool at RT,  then 50 μL of  the 






































with  three  fragments per protein were set as  ion matching requirements using relative 
quantification implementing the Hi‐N method (n = 3). Auto peptide and fragment toler‐



















































































Fas  receptor/tumour  necrosis  factor  receptor  superfamily  member 
6/cluster of differentiation 95 
HER‐2 
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